

























(mTOR)  pathway.  Until  now,  little  scientific  evidence  supported  this  hypothesis.  The  current 




extract  of  experimental  aerosolized  homoyessotoxin  (hYTX).  The  lowest  cell  viability  effect 
concentrations  were  found  for  the  examined  yessotoxins  (YTXs).  Contradictory  to  the  other 
phycotoxins,  these  YTXs  only  induced  a  partial  cell  viability  decrease  at  the  highest  test 
concentrations. Growth  inhibition  and  apoptosis,  both  linked  to mTOR  pathway  activity, may 
explain  these  effects,  as  both YTXs were  shown  to  downregulate  this  pathway.  This  proof‐of‐
principle study supports the biogenics hypothesis, as specific aerosolizable marine products (e.g., 
YTXs) can downregulate the mTOR pathway. 





increased  over  the  last  decades  [1,2].  Toxin‐producing  marine  HAB  species  have  received 
considerable attention since the 1970s. These algae and their toxins, also known as phycotoxins, are 





(SSAs).  Such  harmful  exposures  to  aerosolized  phycotoxins  are  rather  rare  events,  requiring  a 
combination of favorable weather conditions for SSA production and a severe toxin‐producing HAB. 
Many  toxin‐producing  algae, however,  are non‐severe blooming  species  [5]  and most HABs  are 








[10–12]. Several hypotheses have been  raised  to explain why coastal  residents are—on average—
healthier [13]. To date beneficial effects were mainly attributed to psychological mechanisms, based 
on  the  premise  that  humans  recognize  harmful  environments  that  induce  stress  [14].  Natural 
environments would therefore promote wellbeing as they conjure positive feelings, thus reducing 
stress‐related  inflammation  [15].  This  psychological  hypothesis  is  often  supplemented  with 
mechanisms related to the coastal environment, such as relaxation, restoration, exposure to sunlight, 
increased  social  contact,  and  additional  effects  of  increased  exercise  [16].  A  second  hypothesis 
attributes these beneficial effects to an improved immunoregulation, which is also referred to as the 
“old  friends”  theory.  A  reduced  exposure  to  microorganisms  leads  to  poorer  response  to 
inflammations, and can even lead to psychiatric disorders [17]. The exposure to diverse microbiota 
present in marine air/aerosols [18] would therefore stimulate the immune system and human health 
in general. Yet,  all of  these mechanisms  are unlikely  to  explain  long‐term physiological benefits 
according  to Rook  [19] and Moore  [13]. The  latter  therefore  introduced  the biogenics hypothesis, 
which  complements  the previous hypotheses. He  suggested  that  the  coastal health  effect  is  also 
caused  by  regular  (intermittent)  exposure  to  biogenic  compounds  and  microbiota  in  sea  spray 




diseases)  [20] while  inhibition or downregulation of  this pathway has been associated with anti‐
cancer therapies and positive health effects [20]. 
In  this  explorative  in  vitro  study, we  aimed  to  investigate  the  potential  effects  of  airborne 
exposure  to  aerosolizable  marine  phycotoxins.  Adverse  effects  were  evaluated  through  the 
assessment of cell viability effects using cytotoxicity assays. The potential downregulation of  the 
mTOR pathway was evaluated via western blotting. Furthermore, given the importance of the mTOR 
pathway  in both normal and cancer cells, we opted  to  incorporate both a normal  (BEAS‐2B) and 
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on  the results of the A549 cell  line. All data and results for  the BEAS‐2B cells are available  in the 
Supplementary Material. 
Figure  1  gives  a  representative  overview  of  the  main  cell  viability  results  of  the  3‐(4,5‐
dimethylthiazol‐2‐yl)‐2,5‐diphenyltetrazolium bromide (MTT) assays performed with the A549 cell 
line and five phycotoxins. To illustrate the goodness of fit of the DRCs, the same graph containing all 




2  (PbTx‐2)  induced  complete mortality,  but  their  effects  started  at  higher  test  concentrations  as 
compared to YTX and hYTX. A summary of all MTT assays for both cell lines, their derived viability 





are okadaic acid  (OA), brevetoxin‐2  (PbTx‐2), yessotoxin  (YTX), and homoyessotoxin  (hYTX). The 
















the  high  concentration  treatment  (i.e.,  400  μg  YTX∙L−1),  a  much  lower  cell  density  and  a  high 








The  three different  images represent  three different concentration  treatments:  (A) negative control 
without YTX, (B) 0.5 μg YTX∙L−1, and (C) 400 μg YTX∙L−1. These visual observations are in line with 
the cell viability results. In the negative treatment (A), a nearly confluent cell culture can be seen. In 





In  exploratory  immunoblotting  experiments, only YTX  exhibited  an  inhibitory  effect on  the 








(Figure 3), significant effects were observed at  the highest concentration  (i.e., 1 μg∙L−1)  for all  the 
examined  markers.  The  downstream  phosphorylation  targets  (i.e.,  S6RP,  4E‐BP‐1)  showed  a 




more  expressed  than  the  inhibitory  effects  of  the  positive  control  treatment  (i.e.,  known mTOR 
inhibitor PP242 at 0.3 μM). 
In a subsequent experiment, hYTX and hYTX extract (produced as described below) were dosed 
to  the A549  cells  (Figure  4). Due  to  the  limited  size of  the hYTX  extract,  the maximum  feasible 
concentration was limited to 0.5 μg∙L−1 and only A549 cells were incorporated in this experiment. A 
representative  example  of  one  of  the  blots  is  shown,  as  a  cropped  non‐edited  version,  in  the 
Supplementary  Material  (Figure  S5).  The  results  demonstrate  a  significant  decrease  in 
phosphorylation for one of the target proteins (i.e., S6RP) for the highest concentration of hYTX. Due 
to the reduced hYTX concentration (i.e., 0.5 vs. 1 μg∙L−1) and the complex mixture of the hYTX extract, 
the  results  of  this  experiments  are  less  pronounced.  They,  however,  still  support  the  previous 
experiments (see discussion). 






specific  responses against  the  ratio of  these measurements of  the  corresponding negative  control 
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Figure  4.  Results  of  the  immunoblotting  experiment  examining  the  effects  of  hYTX  and  the 
(experimental  SSA)  hYTX  extract  on mTOR  pathway  activity. Only  the A549  cell  line was  used 
throughout  this experiment. The % change  in phosphorylation  for  the examined phosphorylation 
markers (i.e., S6RP, 4E‐BP1) was obtained by normalizing the ratio of the phospho‐specific and non‐
phospho‐specific responses against the ratio of these measurements of the corresponding negative 



















they proposed apoptosis as  the main cause  for  the negative cell viability effect. Botana et al.  [24] 
performed sulforhodamine B cell cytotoxicity assays on A549 cells and reported 48‐h EC50 values for 
YTX and hYTX of 3.2 and 0.62 μg∙L−1, respectively. Depending on the exposure period they used in 
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their  experiments,  the  observed  effects  of  YTXs  were  attributed  to  apoptosis  or  autophagy 
mechanisms [24]. In general, the scarce published data corroborate our experimental results. 
YTXs are,  in  terms of exposure via  ingestion  (food),  considered as  the  least potent group of 
phycotoxins. No human intoxications have been reported so far [6]. YTXs are, however, very toxic 
(LD50 of 100–500 μg∙kg−1) in mice following intraperitoneal injection [25]. The exposure route for these 
toxins  therefore  seems  of  crucial  importance  in  determining  toxicity.  In  our  study,  YTXs 
demonstrated very low effect concentrations on lung cells in terms of cell viability. In addition, the 
shape of  their DRCs  (Figure 1) differed  from  the other examined phycotoxins  since no  complete 
mortality was obtained at the highest test concentrations. Instead, cell viability (on average) levelled 
off at around 30%. These findings were also visually confirmed using microscopy (Figure 2), as viable 
cells were  still observed  at  400  μg YTX∙L−1. A decreasing viability  trend  could, however,  still be 
observed in the high concentration range for YTX and hYTX (Figure S2). If more concentrated YTX 
standards were available and higher  test concentrations were  feasible, complete mortality would 










This  is, however, not confirmed by our cell viability  results, which showed  little  to no difference 
between  the  effect  on  the  carcinoma  A549  and  normal  BEAS‐2B  cell  lines.  The  western  blot 
experiments  (discussed  below),  however,  corroborate  the  findings  of  Botana  et  al.  [24]  as  the 
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effect. For  the hYTX extract  treatments, no significant effects were observed. Although  the hYTX 
extract has the same concentration, it may contain (1) other organic molecules or small aerosolizable 
organic matter  that  bind  or  interact with  hYTX  or  (2)  other YTX  analogues  or metabolites with 
























assess  the  ratio  of  exposure  (i.e.,  air  concentrations)  and  effective  in  vivo  doses  of  (sea  spray) 
aerosolized chemicals. Our study  rather provides proof of principle  for  the biogenics hypothesis, 
showing  that  aerosolizable marine  biogenic molecules  (e.g., YTXs)  can downregulate  the mTOR 













An experimentally produced SSA extract containing hYTX,  in  this manuscript  referred  to as 










(Section  1). After  extraction,  the  hYTX  concentration  in  the  extract was measured  based  on  the 











generally,  the  lower  respiratory  tract.  The  choice  to  use  cell  lines  originating  from  the  lower 



















used  in  the  highest  phycotoxin  concentration  treatments  (maximum  2.9%  ethanol). After  a  43‐h 











marker  [34,35], we opted  to  evaluate  two downstream phosphorylation  targets of mTORC1  (i.e., 




western  blotting.  The  cell  exposure  setup  to  analyze  the  mTOR  pathway  activity  was  largely 
comparable to that used for the MTT viability assays. Cells were seeded in 6‐well plates using 3 mL 
of DMEM  (i.e., medium) with  the additives as described above, at a  final density of 320,000 and 
425,000  cells∙well−1  for  the A549  and BEAS‐2B  cell  line,  respectively. Ten hours  after  incubation, 








membranes  (Bio‐Rad, Hercules, CA, USA).  Immunoblotting was  first  performed with  phospho‐
specific  antibodies  directed  against  phospho‐4E‐BP1  (Ser65),  phospho‐S6RP  (Ser240/244),  and 
phospho‐Akt (Ser473). After analysis with a Chemidoc Imaging CCD‐camera (Bio‐Rad), antibodies 





The  raw data of  the MTT  assays  consisted of absorbance measurements. Using  the RStudio 





The  raw data  of  the western  blot  analyses were  image‐derived  chemiluminescent  response 
values. We were specifically interested in the down or upregulation in the phosphorylation of the 



















exposure period of 43h. The  five different phycotoxins  tested are okadaic acid  (OA), brevetoxin‐2  (PbTx‐2), 
yessotoxin (YTX), homoyessotoxin (hYTX) and domoic acid (DA). The start cell density was 3000 cells well−1 for 
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